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Untersuchung iiber das atherische Ol aus 


Ik 


Podocarpus macrophylla, Don. 


Mitteilung. Uber die neuen Diterpen 


(a—Podocarpren und £-Podocarpren). 


Von 


(Eingegangen am 10. Dez. 1930) 


Kitsuji NisHipA und Hidetaka Uora. 


Um die Bestandteile der hochsiedenden Fraktionen zu erklaren, die Ele- 
Die folgenden Ergebnisse wurde erhalten, 


mentalanalyse wurde ausgefiihrt. 


0% 


Fraktion Material CO, 1S Ee) C% H% 

vI 0,1820 g. 0,5530 g. 0,1855 g. 82,86 11,40 5,75 
VII 5,639 mg. | 18,356 mg. 6,466 mg, 88,77 12,83 0 
Vill 4,263 ey iW) 12 4,734 84,31 12,42 3,27 

Ix 6,689 7 20,766 1 6,979 84,66 11,67 4,67 

x 5,778 “ | 18,130 ” | 6,151 ” 85,57 11,91 2,52 
XI 0,1474 g. 0,4744 g. 0,15714. 87,77 11,93 0,30 
XII 3,649 mg. | 18,475 mg. 4,075 mg. 88,54 12,49 0 
Iv’ 0,2007 g. 0,607 g. 0,1929 g. 82,71 10,75 6,54 
vl 5,726 mg. | 18,126 mg. 5,933 mg, 86,33 11,59 1,08 
VIV 4,409 14,324 4,999 88,61 12,69 0 


Aus diesen Ergebnisse geht also hervor, dass die Fraktion VI, VIII, 


LXoureeiv! 
VIII’ und IX’ aus sauerstoffireien Bestandteilen bestehen. 
und XIII ergaben die nadelformige Kristalle. 


One 


und VI’ 


sauerstoffhaltig sind und Fraktion XI, XJ, 
Aus Fraktion 


VII’, 


Jetzt versuchen wir 


noch eine Weiterfraktionierung (sauerstoffunhaltige Anteile mit Natrium) zur 
glatte Trennung der einheitlichen Terpenen. 


Fraktion Driick Temperatur Farbe dhe (np Cay | Mol.—Refr. 
VIl-a_ |8,5-9,5mm, 114~119° | hellgelb | 0,9038 | 1,492950 —7°,60 65,65 
VII-b 12 mm, |126~132°(129° u 0,9051 | 1,495582 — 6°,00 65,85 

VIII-a 9 W |122~130°(130° Wy 0,9168 | 1,497082 —— 65,18 

VIU-b 9 Ww 150~170° hellbraun | 0, 1,507730 — == 

XI-a Se: 122~125° | hellgelb 0,9062 | 1,498012 —4°,28 66,05 
XI-b Suey 128~135° | farblose —— | 1,501698 — 
XI-c ame 140~165° mw * | 0,9405 | 1,507730 — 86,25 
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XI-d 12mm. | 178~190° | farblose | 0,9596 | 1,515760 | — 4°,12 85,66 
XI-a 10 » | 165~175° " 0,9462 | 1,512398 86,40 
XII-a/ i 584 187° 6 | 0,9609 | 1,518390 | — 3°,24 | 85,91 
pS a 0,9632 | 1,519260 | — 4°,3 85,83 
XU-b? | 10 ” | 185~187° | =” | 0,9650 | 1,520652 | —10°,44 85,86 
XU-b’” | 12 192~193° " 0,9707 | 1,521678 | —18°,20 85,50 
XII-c 9 # | 188~190° | w | 0,9688 | 1,520302 | —15°,88 85,48 
XII-d 9 * | 195~200° 3 0,9688 | 1,521936 | —22°,60 85,70 
XII-a ihe Me 193~195° | ” 0,9661 | 1,522280 | —30°,92 85,99 
W/-a | 7 -” ‘lca. 120~140° | ” | 0,9834 | 1,502802 | — 6°,40 | 81,81 
V/_b ” WW ca. 165~170° » ~~ 0,9619 | 1,514528 | —13°,72 | 85,28 
Vil—ay 1% 7 1651672 ” 0,9619 | 1,511567 | --13°,64 85,36 
Mie) Bo Ne Agseayae | ” | 0,9643 | 1,518912 | —17°,40 85,68 
VII/-a 10 w | 183~187° ” 0,9664 | 1,521334 | —24°,40 85,83 
VIII/—-b 10 ” | 190~195° | "7 0,9659 | 1,522538 | —29°,88 86,04 
IX/-a 9 | 182~188° ” == | 15520560 eee 
IX/-b 9 w ~— 189~190° " | 0,9663 | 1,521162 | —26°,20 | 85,82 
I/-c) | Il |} 197~198° | ” | 0,9743 | 1,522965 | —37°,80 85,36 


Aus der Molekularbestimmung und Mol.-Refr. der Fraktion VIlI-a, VII-b, 
VIlI-a, VIII-b und X~a ergibt sich der Gehalt an Sesquiterpen und Sesqui- 
terpenalkohol. 

Die Krystall aus Fraktion XIII, 1X’, und X’ schmolzen bei 50°;.[a]} 
betrug-111°,71 in 9,84%iger Chloroformlosung; Molekulargewicht wurde 
durch Gefrierpunktserniedrigung der bromoformigen Losung ausgefihrt, und 
die Zahl war 271 und 270 (C,,H,=272). Mit Chlorwasserstoff entstand ein 
Momohydrochlorid C,)H -HCl mit dem Smp. 114 bis 115°, die durch Abspalt- 
ung von Halogenwasserstoff in den zwei Krystallen, der eine bei 48 bis 55°, 
der andere bei 197 bis 199° schmolzen, zuriickgefiithrt wurde. 

Bei der Hydrierung mit Platinschwarz als Katalysator erhielt Dihydro- 
diterpen (Smp. 83 bis 84°, [a@]}, —15°,85). Wir haben diesen urspriinglichen 
Krystall (Smp. 50°) @-Podocarpren und den durch Abspaltung von Chlor- 
wasserstoff gewonnenen Krystall (Smp. 197 bis 199°) y—Podocarpren genannt. 

Neben a—Podocarpren enthalten die hochstsiedenden Anteile noch eine 
zweites Diterpen, das @-Podocarpren. Sdp. 188° bis 190° (9mm), d? 0,9688, 
[a}y —15,88 np 1,520302; Mol.—Refr. 85,48, berechnet ftir C,.H,. 85,29. Das 
Hydrochlorid dieses Diterpens schmolz bei 114 bis 115°. Durch Abspaltung 
von Halogenwasserstoff wurde es in drei Isomeren wie folgende Schema ver- 
wandelt. Durch der Hydrierung lieferte es Dihydroditerpen, Sdp. 203 bis 
204° (17mm.), [a]? + 7,80, nj 1,512131. 
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Hydrierung Hydrochlorierung 
a—-Dihydropodocarpren <———-— a—Podocarpren ———-» Podocarprenmonohydrochlorid 
Smp. 83 bis 84° Smp. '/ & Sy Smp. 114 bis 115° 


{a}? = —15°,85 {eb =— On he {a]p = —7°,8(?) 


0% Smp. 114 bis 115° 
Hydrierung coe™ (a]p = —27°,4(?) 
£-Dihydropodocarpren <_—- B-Podocarpren ~,_,go™ 


Sdp. 203 bis 204°(17mm.) ai 
(«Jo = (ale 
ny =1,512131 np =1,520302 


Chemische Untersuchungen tiber das 
Glukomannan aus “Konjak”. 


. 


III. Mitteilung. Acetylierung 


des Glukomannans. 
Von 


Kitujt NisHrpA und Hideo HAsHIMA. 
(Ans dem Forstchem. Institut, Iiushu Kaiserl. Universitdt) 
(Eingegangen am 10, Dez. 1930) 
‘Zur Acetylierung des Glukomannans verwendeten wir Essigsaureanhydrid 
bei Gegenwart von Pyridin, Zinnchlorid und Zinkchlorid. Die folgende 
Tabelle enthalt die Werte der nach verschiedener -Acetylierung erhaltenen 


Produkte : 


Katalysator Schmelzpunkt Kssigsaure 


Pyridin 218~226°C 31,50% 
Zinnchlorid 210~220°C 59,79 ~64 20% 


Zinkchlorid 


180~190°C 62 68% 
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Wenn Pyridin als Katalysator verwendet wurde, so war das entstehenden 
rodukt hauptsiichlich ein Glukomannomonacetat (Essigsaure 29,419). Wenn 
mit Zinnchlorid und Zinkchlorid acetyliert wurde, so enthielt es im wesentli- 
chen ein Triacetat (Essigsaure 62, 50%). Die Schmelzpunkte der Ester waren 
sehr unscharf und weit schwankender. Wenn man ein Gemisch von Chlor 
und Schwefeldioxyd benutzt, so erhalt man Ester, die in ihrer Grundzusam- 
mensetzung nur sehr wenig verandert sind. In einem Falle wurden die 
Mischung von Eisessig und Essigsaureanhydrid, das 0,84% Chlor und 6,08% 
Schwefeldioxyd enthielt, auf dem Wasserbade erhitzt. Es wurde allmahlich 
gelatinds und nach 5 Minuten langer Erhitzung wurde Alkohol hinzugefigt, 
dann der Ester mit Chloroform und mit Petroleumather als ein weisser, feiner 
Niederschlag abgeschieden. Das Produkt enthielt 60,77% Essigsaure und 
hatte einen Schmelzpunkt von 170~187°C. Wenn Essigsaureanhydrid anstatt 
Eisessig verwendet wurde, der Prozentsatz von Chlor und Schwefeldioxyd 
verschieden war und bei Zimmertemperatur 1~3 Stunden lang geschiittelt 
wurde, erhielt man fast die gleichen Produkte: 


Schmelzpunkt 


Essigsaure 
Verfahren-B 63,65% 185~194°C 
uw -B 60,33% 188~ 195°C 


i, 63,30% 176~187°C 


Es wurde weiter versucht, die Triester moglichst einheitlich durch Aus 
scheidung mit Chloroform und Petroleumather zu trennen. Durch mehrmaliges 
Umlosen liess sich der Schmelzpunkt auf 187°C bis 190°C bringen, dabei 
174~180°C fing es zu sintern an. Es ist wenig niedriger als bei Frukto- 
glukomannan (197~221°C). Die Praparate losen sich leicht in Chloroform 
mit Alkohol, Aceton, Bromoform, aber nicht in Wasser, Aether, Alkohol, 
Benzol und Petroleumather. 

Das spezifische optische Drehungsvermogen des Esters (in 1:9 Alkohol 
—Chloroform) ist [a]> = —21°,5. 


Triacetylester wurde vakuumtrocknen analysiert und gab folgende Zahlen: 


ee : ‘ ‘Genie ‘ | ~~ Berechnet fir 
I Ir | ( CeH7O2e(OCOCHs)3) , 

c | 50,01 50,30 49,98 

a | 5,60 


6,32 6,79 


Als Molekulargewicht fanden wir, durch Gefrierpunktserniedrigung der 
bromoformigen Lésung, die Zahlen 2299 und 2383; aus den Formeln [C,H,O, 
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(OCOCH,);], und [C,H,O,(OCOCH,),], berechnen sich die Molekulargewichte 
2592 und 1782. Die Wahrscheinlichkeit spricht fiir die Formel [C,H,O, 
(OCOCHS)s): 


Chemische Untersuchungen tiber das 
Glukomannan aus “Konjak’”. 


IV. Mitteilung. Acetolyse des Glukomannans. 
Von 


Kituji NisaipA und Hideo HASHIMA 


(Eingegangen am: 9 Mar, 1931) 


Aus den Ergebnissen der Hydrolyse mit Salz— und Schwefelsaure geht 
also hervor, dass das Glukomannan ein Mannose— und Glukosederivat (2: 1) 
ist, dartiber hinaus haben wir eine Reihe neuartiger Umsetzungsprodukte 
durch Acetolyse zu Tage fordern kénnen. Aus dieser Klarstellung kommen 
wir der Frage von Stellung der Mannose und der Glukose in dem Gluko- 
mannan bedeutend naher. 

‘Wir haben die Acetolyse des Glukomannans in der Warme und in der 
Kalte mit einem Gemisch aus Essigsaureanhydrid und konz. Schwefelsaure 
nach Skraup und Koenig ausgefiihrt. Dabei fiel kein flockiges Produkt 
aus, das war wahrscheinlich in der Hitze tber das Zwischenprodukt zum 
Hexoseacetat abgebaut worden, Wir haben uns bemiiht diese Umsetzung 
so zu vermindern und durch geeignete Versuchsbedingungen die Acetolyse 
so zu leiten, dass eine moglichst gute Ausbeute des Zwischenproduktes ge- 
wonnen wurde. Mit Essigsaureanhydrid, Eisessig und konz. Schwefelsaure 
in der Kalte war die Ausbeute eine bessere und die Reinigung des erhaltenen 
Produktes leichter durchfithrbar. 

Aus den verschiedenen Experimentellen geht die Ausbeute je nach den 
Variationen der Versuchsbedingungen hervor, sie betrug von 98% bis 183%. 
Die maximale Ausbeute an Rohacetat geht aus diesen Versuchen mit ca. 67 
% d. Theorie, entsprechend ca. 72% d. Theorie fiir absolutes trockenes Glu- 
komannan, hervor. Das folgende Verhaltnis der Reagentien wurde als zwech- 
massig gefunden. 

8 g. Glukomannan, 40g, Essigsaureanhydrid, 46g. Eisessig, 4g. konz. 
Schwefelsaure, 
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Die Reaktionsdauer bei Zimmertemperatur (22~26,°5 C) oder in dem 
Schrank (23°C) wurde mit etwa 15~20 Tagen als die giinstigste gefunden. 

Das Rohacetat war hauptsachlich in kaltem Alkohol loslich, aber ein Teil 
war unléslich. Versuche zur Trennung und Reinigung des Rohacetates wurden 
in dieser Hinsicht (Léslichkeit) durchgefiihrt, alle Bemihungen seiner Isolierung 
aber blieben erfolglos. Die Schmelzpunkt sehwankte also zwischen 88~95° 
C, bei dem unldslichen Teil erhdhte er sich auf 131~140°C bis 145~149°C. 
und war etwas schwankend. Das Produkt fing zuerst an zu sintern, bei 3~5° 
unter dem Endpunkte, ging es hauptsachlich in die Schmelze tber und wurde 
schliesslich unter Verfarbung zersetzt. Die Essigsauregehalt schwankte zwi- 
schen 65,049% und 70,64% im loslichen Teil, zwischen 62,26% und 63,61% 
im unloslichen Teil. Es ist bemerkenswert, dass in dem Alkohol unloslichen 
Teil, d. h. in dem durch der Acetolyse bei geringer Reaktionsdauer (8~10) 
Tagen) gewonnenen Produkte der Essigsauregehalt ein niedriger ist. Es 
bedeutet daher diese Schwankung zunachst einen Beweis dafiir, dass in diesen 
Produkten ein hochmolekulares Acetat vorhanden ist. Bei der ersten Ein- 
wirkung des Acetolysemittels auf das Glukomannan hat die Veresterung zu 
Acetylglukomannan stattgefunden, dann wurde es iiber hochmolekulare Acetate 
zu Glukose- und Mannosepentaacetat umgewandelt, wie das folgende Schema 
zeigt : 

Glukomannan—» Triacetylglukomannan (Essigsaure 62,50%)—> Hochmole- 
kulare Acetate des Glukomannans (Zwischenprodukt) + Hendekaacetylgluko- 
mannotrihexose (Essigsaure 68,29%) — Octaacetylmannobiose oder Octaacetyl- 
glukomannobiose (Essigsaure 70,80%) Pentaacetylmannose und —glukose (Essig- 
saure 76,929). 

Das Acetat ldoste sich in weniger kaltem Alkohol nach vielmaligem Aus- 
ziehen mit heissem Wasser teilweise auf, Der zuriickbleibende Sirup gab 
nach mehrmaligem Umfallen die Kristalle von. Hendekaacetylglukomannotri- 
hexose, die 69,78% Essigsaure enthalten, und bei denen [a@]j 15°,1. ist. Sie 
besitzen weisse Wetzsteinform, fangen bei 90~93°C. an zu sintern und 
schmelzen bei 108~110°C. unter Braunung und Zersetzung. Die Elementar- 
analyse erbrachte den Beweis dafiir, dass es sich bei den Kristallen um 
Hendekaacetylglukomannotrihexose handelt ; . 


Gefunden : | Berechnet fiir: 
I | ll | C40 H54097 
G 49 65% 49,38% 49 67% 
i 5,72% 5,77% 


5,63% 


Das Molekulargewicht wurde durch Gefrierpunktserniedrigung der ben- 
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zoligen Lésung ausgefiihrt, und die Zahl war 924 und 1014; aus den Formeln 
[C,sH.,O,OCOCH,),,] und [C,,H,O,(O0COCH,),] berechnet sich das Molekular- 
gewicht auf 966 und 678. Da das gefundene Molekulargewicht ein wenig 
zur Hendekaacetylglukomannotrihexose tiberstimmte, ist anzunehmen, dass die 
Kristalle wahrscheinlich noch kleine Mengen nieder— oder hochmolekularen 
Acetate enthielten. 


Wenn auch die Loslichkeit der Acetate nur wenig Unterschiede zeigt, 
so ist doch die Durchfiihrung der Trennung sehr schwierig. Viel ‘besser 
kommt man zum Ziel, wenn man mit Aether bis zur Erschopfung auszieht. 
Bei standiger Extrahierung klebte das Acetat als klumpige Masse zusammen, 
diese wurde herausgenommen, dann pulverisiert, wieder von neuem mit Aether 
ausgezogen. Es wurde nach mehrmaligem Ausziehen mit Alkohol als der 
Kristall erhalten. Aus diesen Versuchen geht also hervor, dass der ather- 
losliche Teil viele Acetylgruppen’ aufnimmt und zwar rund 70,7%, darin wahr- 
scheinlich Hexoseacetat vorhanden ist. Der Schmelzpunkt von dem 4ather- 
loslichen Acetate war niedriger als der des atherunloslichen Teiles. Das 
Drehungsvermogen war in Chloroform erhoht und nach der Ausziehung mit 
Aether zeigte das Produkt ein hoheres spezifisches Drehungsvermégen. Das 
gefundene Molekulargewicht stimmt an besten mit der Formel C,,H,,O; 
HOCOCH.), uberein. 

Eine Reihe von Versuchen der Trennung wurde weiter fortgefiihrt, wobei 
Pentaacetylhexose durch die wiederholte Ausziehung mit heissem Wasser 
abgetrennt wurde.  Schliesslich hat die Abtrennung der Einheiten durch 
viermalige fraktionierte Ausscheidung mit 50% igem Methylalkohol nur 
ergeben, dass die Hendekaacetylglukomonnotrihexose loslich ist, und durch 
langsames Abkiihlen auf 5~0°C. isolieren werden kann. Schmelzpunkt : 
95~110°C., [a}} in Chloroform+18°, in Benzol+6°. Es lost sich in Chloro- 
form, Bromoform, Methyl— und Aethylalkohol, ziemlich schwer in Aether und 
nicht in Wasser und Petroleumather. 

Die Verseifung wurde mit Barytwasser unter fortwahrendem Schiitteln 
bei 30°C. ausgefiihrt. Nach etwa 6 Stunden wurde das Baryt mit Schwefel- 
saure quantitativ entfernt und das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt. 
Nach langem Stehen im Exsiccator stellte sich keine Ausscheidung von Kri- 
stallen der Glukomannotrihexose ein, die aber bei Zusatz von Alkohol als 
weisses Pulver ausfiel, in dem noch ein Spur Barium zuruckgeblieben war. 
Schmelzpunkt: 118~120°C. unter Sintern, etwa 175°C. unter starkem Auf- 
schaumen, 182°C. unter Zersetzung mit Braunverfarbung. 

Die Darstellung der reinen Glukomannotrihexose aus Acetat gelang nur 
mit absolutem methylalkoholischem Ammoniak, in dem das Acetat wurde bei 
O°C. ausgeldst, Die Mischung wurde 20 Stunden lang im Eisschrank aufbe- 
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wahrt, dann im Vakuum eingedampft und mit absolutem Methylalkohol 
ausgezogen. Der Methylalkoholauszug kristallisierte nach dem Zusatz von 
Aether am Wande der Schale. Die erhaltene Glukomannotrihexose zeigte 
unter dem Mikroskope die in nadelige Form. 

Nach mehrmaligem Umkristalliesieren aus Methylalkohol und Aether 
zeigte die Glukomannotrihexose den Schmelzpunkt 216,5~217°C., unter 
Sintern von 206°C., [a]i) in Wasser —16,°4. Die Mikroelementaranalyse 
ergab. 


Gefunden : 


Berechnet fiir: Cyg13.046 


C 42,382 42,649 42,83% 
H 6,949% 994.2% 6,40% 


Das Molekulargewicht fand sich durch Gefrierpunktserniedrigung der 
wasserigen JLosung, welche Zahl 513 betrug, entsprechend der Formel 
C,,H,20,,=504. Der Mutterlaugeriickstand nach Zusatz von Aether wurde als 
Glukomannotrihexose abgeschieden, davon ein Anteil als nadelige Kristalle 
und andere Anteile als weisses Pulver dargestellt wurden. Der Schmelzpunkt 
der Kristalle war gleich gross wie der Glukomannotrihexose. 

Die Spaltung der Glukomannotrihexose mit 2 %iger Schwefelsaure hat 
ergeben, dass der Bestandteil der Glukomannotrihexose als Mannose— und 
Glukosederivate (2:1) in vollkommen gleicher Menge wie der des Gluko- 
mannans vorhanden ist. Diese Ergebnis ist der Schliissel zu dem Verhaltnis 
der Glukomannankonstitution geworden. 

Hier war die Acetolyse schon tiber dem fiir Hendekaacetylglukomanno- 
trihexose charakteristischen Zustand hinausgegangen und es waren dariiber 
die zu sehr weit abgebauten Stoffe von kleinerem Molekulargewicht z. B. 
Bioseacetat, Hexoseacetat, abgespalten. Dabei konnte man zwei Arten 
Disaccharide gewinnen. 

Disaccharid (A) war ein Mikrokristall, Schmelzpunkt 150~160°C,, spezi- 
fische Drehung [a}) + 10,°5. Das Molekulargewicht fand sich durch Gefrier- 
punktserniedrigung mit den Zahlen 296 und 375, die der Formel C,,H,,O,,= 
342 entsprechen. Durch Hydrolyse mit 2 % iger Schwefelsaure lieferte es 
ein Mol Mannose und ein Mol Glukose. 


Disaccharid (B) gab ein warzenformiges Kristall, das die folgenden Kon- 
stanten aufwies: [«]}) in Wasser —7,°9, Molekulargewicht=324. Der Sch- 
melzpunkt war unscharf und lag 1835~140°C. Es liess sich in zwei Mol 
Mannose hydrolysieren, war also eine Mannobiose. Hierdurch waren die 
Praparate (A) und (B) nicht einheitlich, aber es liess sich erfassen, dass die 


Acetolyse mit Essigsaureanhydrid und Schwefelsaure ttber Trisaccharid— und 
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2 Arten Disaccharidacetat bis zu dem Mannose— und Glukoseacetat fihrt, 
daraus muss man sich das Glukomannanmolekiil aus 2 Mol Mannoseresten 
und 1 Mol Glukoserest, wie folgende Schema zeigt, aufgebaut denken. 


Acetolyse Smp. 95~110°C. 
Glukomannan [2 Mol Mannose + 1 Mol Glukose],, > Hendekaacetylglukomannotrihexose 
[a] =—18° 
: Verseifung Smp. 217°C, 
——> [2 Mol Mannose + 1 Mol Glukose] ——> Glukomannotrihexose — > 
[al = —16° 


> [2 Mol Mannose + 1 Mol Glukose] (Laevidulin oder Laevidulinose) ——— 
Smp. 150~160°C. 
(A) Glukomannobiose Mannose 
[aj =16,°5 
Smp. 125~140°C, 
(B) Mannobiose Glukose 
[a}p =—-7,°9 


Disaccharide 


Uber das Vorkommen von Lyso-Lecithin 
in poliertem Reis. 


Von 
Motoe IWATA. 


(Mitgeteilt von U. Suzuki, Biochenisches Laboratorium des [nstituts fiir 
phystkalische und chemische Forschung, Tokio.) 


(Eingegangen am 9, Mar. 1931) 


Wenn polierter Reis mit Wasser gewaschen, getrocknet und wiederholt 
mit warmem 94 % igem Alkohol extrahiert und der alkoholische Extrakt im 
Vakuum eingedampft wird, so erhalt man einen hellbraunen Sirup, welcher 
etwa 1% des Ausgangsmaterials betragt. Der Verfasser hat nun aus diesem 
alkoholischen Extrakt, ausser Neutralfetten und Fettsauren, wie Palmitin-, 
Olein— und Linolsauren, eine stark hamolytisch wirkende Substanz isoliert 
und als Lyso—Lecithin identifiziert : 


CH,O(C,;H,,CO) 


CHOH Time tk rometven'! | 
| van | 
CH,O—P=O | 


Oct cH cH),— 
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Lyso-Lecithin 

Nach Delezenne®, Belfanti® und Magistris® ist Lyso-Lecithin ein Gift, 
welches durch Einwirkung von Kobragift auf Lecithin entsteht. Das Kobragift 
selbst enthalt kein Gift, sondern es enthalt ein wirksames Enzym “Lecithinase”, 
welches aus Lecithin ein Molekiil ungesattigter Fettsaure abspaltet und das 
giftige Lyso—Lecithin liefert. 

Es ist eine auffallende Tatsache, dass der Reis eine solche giftige Substanz 
enthalt. Ob es mit dem hypothetischen “Oryzatoxin” von Teruuchi und seinen 
Mitarbeitern™ identisch ist, oder ob es irgendeine Beziehung mit der Beriberi- 
krankheit des Menschen hat, wie diese Autoren behaupten, muss spater unter- 
sucht werden. 


Isolierung des Lyso-Lecithins. 


Zu diesem Zwecke wurde der alkoholische Extrakt unter vermindertem 
Druck stark eingeengt und in eine gréssere Menge Ather eingegossen. Der 
dadurch entstandene Niederschlag wurde in kaltem, absolutem Alkohol gelost, 
vom unldslichen Riickstand abfiltriert und wiederum in Ather eingegossen. 
Der weisse Niederschlag wurde abgesaugt und im Exsikkator getrocknet. 
Die Ausbeute betrug 150 g. aus 70 kg. Reis, was etwa 0,2% des Ausgangs- 
materials entspricht. 

Dieser Niederschlag wurde nun wieder in warmem, absolutem Alkohol 
gelost. Nach dem Erkalten vom unldslichen Riickstand abfiltriert und mit 
einer warmen alkoholischen Losung von Cadmiumchlorid versetzt, bis es keine 
Fallung mehr gab. Der Cadmiumniederschlag wurde wiederholt mit ab- 
solutem Alkohol gewaschen, in 10— bis 15 fachen Mengen heissem Chloroform 
suspendiert und mit kleinem Uberschuss von 95% igem Alkohol, welcher 15% 
Ammoniak enthielt, versetzt. Es schieden sich dabei Cadmiumhydroxyd 
und Ammoniumchlorid-als weisser Niederschlag aus. Man filtrierte nun ab 
und dampfte das Filtrat unter vermindertem Druck ein ; so wurde das rohe 
Lyso-Lecithin in kristallinischem Zustande erhalten. 


Reinigung des Lyso-Lecithins. 


Die in oben erwahnter Weise dargestellten Kristalle von Lyso-Lecithin 
waren sehr hygroskopisch und enthielten noch verschiedene Substanzen als 
Verunreinigung ; sie wurden deshalb wiederholt aus absolutem Alkohol und 


C1) Delezenne und Ledebt: C. r, Acad. Sci., 152, 790, (1910); 153, 81, (1911); 155, 
1101, ¢1912); Delezenne und Fourneau; Bull. Soc. Chim,, IV, 15, 421, (1914). 

C2) S. Belfanti: Biochem, Zeitschr., 154, 148, (1924); Zeitschr, f. Immunitatsforschung, 
44, H. 4/5, (1924); 56, H. 5/6, (1928). 

(3) H. Magistris: Biochem. Zeitschr., 210, 85 bis 119, (1929). 

(C4) M. Teruuchi: Keio-Igaku, 9, Nr. 11, (1929). 
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Chloroform umkristallisiert, um Chlor und Ammoniak vollstandig zu entfernen, 
dann wurde es nochmals in fiinffacher Menge warmen Pyridins gelost und 
im Exsikkator stehengelassen. Es schied sich dabei das Lyso—Lecithin in 
feinen seidenglanzenden Nadeln aus. Dieser Prozess wurde dreimal wiederholt 
und schliesslich die Kristallmasse in absolutem Alkohol gelost, mit wenig 
Aceton versetzt und stehengelassen. Das Lyso—Lecithin schied sich in Form 
farbloser langer Nadeln aus, die gesammenlt und itiber Chlorcalcium und dann 
iiber konzentrierter Schwefelsaure im Exsikkator getrocknet wurden. 

Das reine Lyso—Lecithin bildet farblose Nadeln; in geschlossenem Rohr- 
chen erhitzt, zersetzt es sich bei 262 bis 264° unter Gasentwicklung. Es ist 
léslich in Wasser, Athyl- und Methylalkohol, Eisessig, Chloroform und Pyridin, 
aber unldslich in Ather, Petrolather und Aceton. Die wasserige Losung 
reagiert gegen Phenolphthalein neutral und hat stark stechenden Geschmack. 
Wie organische Basen wird es durch Phosphorwolframsaure gefallt. Wenn 
eine wasserige Losung des Lyso-Lecithins mit Bariumhydroxyd erwarmt 
wird, so wird es leicht hydrolysiert und gibt dabei weisse Tribung. Es gibt 
keine Reaktion der ungesattigten Fettsauren mit konzentrierter Schwefelsaure 
und Zucker. Ferner gibt es keine Molischsche Reaktion auf Zucker. Mit 
Cadmiumchlorid oder Platinchlorid bildet es nadelformige Kristalle. 


Bestimmung des Drehungsvermégens. 


1. 1,066 ¢. JLyso-Lecithin in 25ccm. Chloroform gelost, spezifisches 
Gewicht der Losung 1,476. Drehung bei 20° und Natriumlicht, im 2-dcm- 
Rohr 0,4° nach links. Mithin 

[ajp = —4,52°. 

Wenn man 0,02 bis 0,1 g. Lyso—Lecithin in Wasser lost und Tauben subkutan ~ 
einspritzt, so beobachtet man lokale Verblutung und starke Diarrhde nach 3 
bis 4 Stunden. Der Kot ist griinlich gefarbt. | Wird dieselbe Dosis einer 
Maus eingespritzt, so stirbt sie nach 3 bis 12 Stunden. Wenn es aber per os 
gegeben wird, wirkt es weniger giftig, Wird 01 g. Kristall in 1 Liter 
Wasser geldst und ein kleiner Goldfisch (15 bis 20 g.) hineingebracht, so 
scheidet der Fisch schleimige Substanz aus dem Munde und der ganzen 
Korperoberflache aus und stirbt innerhalb 1/2 bis 1 Stunde. 


Analyse des Lyso-Lecithins. 


Praparat I. Viermal aus Pyridin und schliesslich aus heissem Chloroform 
umkristallisiert, tber konzentrierter Schwefelsaure und Phosphorpentoxyd im 


Exsikkator getrocknet und analysiert. 
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1. 0,2299 g. Substanz : 0,4895 g. COn, 0,20383 g. H20. 
2. 0,2151 g. "7 0.4590 g. COs. 0,1917 g. H;O. 
3. 0,2578 g. " nach Kjeldah] 2,73% N. 

A. 0,2517 g. uv ” ” 2,53% N. 

5. 0,2537 g. ” 0,0540 g. MgoPs07=5,959% P. 

6. 0,2492 g. 0,0534 g. MgeP.07=5,97% P. 


Priaparadt II. Aus heissem, absolutem Alkohol durch Zusatz von wenig 
Aceton umkristallisiert, tber Chlorcalcium und konzentrierter Schwefelsaure 
im Exsikkator und schliesslich im Vakuumtrockenapparat getrocknet und 


analysiert. 

1. 0,1821 g. Substanz : 0,3873 g. COs, 0,1586 g. HO. 

2. 0,1841 g. " 0,3905 g. COs, 0,1670g. HO. 

3. 0,1785 g. " 0,8802 g. CQOx, 0,1650¢. HO. 

A. OS1O%3 2. u nach Kjeldahl] 2,612 N. 

5. 0,2388 g. uw 0,0527 g. MgoP.07==6,28% P. 

6. 0,1920 ¢g. " 0,0427¢. MgsPs07=6,19% P. 

| C | ena | P | fo) 

Durchschnittswerte der Analysen 58,08 10,01 2,62 6,24 23,05 
Berechnet fiir CogHs59NPOg 56,32 9,85 2,74 6,07 25,02 


if 0 Casting NPOr 58,18 | 10,10 | 284 | 6,26 1) 22°63 


Hydrolyse des Lyso-Lecithins. 


1. Palmitinsdure. Zur Isolierung der Palmitinsaure wurden 1,10 g. Lyso- 
Lecithin in 3850 ccm. 10% iger Schwefelsaure gelést und im Soxhletschen 
Apparat 24 Stunden mit warmem Ather extrahiért. Die atherische Losung 
wurde wiederholt mit Wasser gewaschen, um Schwefelsaure zu entfernen, 
und mit Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Eindampfen des Athers schied 
sich die Palmitinsaure in weissen Kristallen aus. Die Ausbeute betrug 0,541 
g. oder 97% der Theorie. Schmelzpunkt des gereinigten Praparats 62,5°. 
Mischprobe mit reiner kauflicher Palmitinsaure ergab keine Erniedrigung des 
Schmelzpunktes. Saurezahl: 218,6 

2. Cholin. Das Cholin wurde aus der wasserigen Losung, nach der 
Extraktion der Palmitinsaure, mit Phosphorwolframsaure gefallt. Der Nieder- 
schlag wurde in gewohnlicher Weise durch Baryt zerlegt und der tberschiis- 
sige Baryt durch Kohlensaure entfernt. Das Filtrat wurde stark eingeengt 
und mit absolutem Alkohol versetzt. Cholincarbonat schied sich als farbloser 
Sirup aus. Ausbeute: 0,265 g. oder 24% des Lyso—Lecithins (theoretisch : 
24,65%). 

Cholincarbonat wurde zum Pikrat verwandelt, mit einem Gemisch von 
Alkohol und Ather gewaschen und aus heissem Alkohol umkristallisiert. 
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Gelbe Prismen; Schmelzpunkt 244° (unkorr). Mit reinem Cholinpikrat gemischt, 
zeigte der Schmelzpunkt keine Erniedrigung. 

3. Glycerophosphorsaure. Das FViltrat vom Phosphorwolframsaurenieder- 
schlag wurde mit Baryt neutralisiert, abfiltriert, zu einem Sirup eingedampft 
und in eine grossere Menge Alkohol eingegossen. Es entstand ein weisser 
Niederschlag, welcher in kaltem Wasser leicht, in heissem Wasser schwer 
loslich war. Er gab keine Reaktion auf Zucker und enthielt Phosphor und 
Barium, aber keinen Stickstoff; so wurde es als Bariumsalz der Glycero- 
phosphorsaure identifiziert. Wegen Mangel an Material wurde es nicht analy- 
siert. 


Uber die chemischen Beschtendteile 
des Tabaks. 


1, Mitteilung. Uber die organischen Basen und 
Sauren der frischen Tabakblatter. 
Von 
Kazuo YAMAFUJI. 
(Aus dem Agrikulturchem. Laboratrium der Landw. Abteilg. der Kyushu Katserl, Univ.) 
(Eingegangen am 27, Dezember. 1930) 
A. Die organischen Basen. 


3kg. frisch gepfliickter Tabakblatter wurden im Wasserdampfschrank 1/2 
Stunde erhitzt und dann unter starken Sonnenstrahlen schnell getrocknet. 
Die qauntitative- Bestimmung ergab (nach Igaki) : 


bezogen auf: Frischgewicht % Trockensubstanz % 
Gesamtstickstoff, 0.55 3.26 
Eiweissstickstoff. 0,33 2.03 
Basenstickstoff. 0.096 - 0.57 
Nitratstickstoff. 0.025 0.15 
Nikotin, 0.357 Dele 


Die Wasserausziige dieser Tabakblatter wurden mit Bleiazetat und Blei- 
essig gefallt, das Filtrat vom Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff zersetzt 
und stark eingeengt. 

Die Losung wurde mit Sodaloésung alkalisch gemacht und im Wasserdampf- 
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strom destilliert. Aus dem Destillat wurde Nikotin dargestellt. 
Nikotinpikrat ; Schmelzp. 217~8°C (unkorr.) 

73.81% Pikrinsaure. (Ber. f. CHN(CHON) 73,879 Pikrinsaure). 
Nikotinchlorplatinat; 24,1594 Pt (Ber. f. CHN2HCl) PtCl 24,22 9% Pt). 
Der Destillationsriickstand wurde mit Schwefelsaure angesauert und mit 

Phosphorwolframsaure ausgefallt. Die aus dem Phosphorwolframsaurenieder- 
schlag in bekannter Weise dargestellte Losung, die freie Basen enthielt, wurde 
1. mit Silbernitrat gefallt, und das Filtrat. 
2. mit Silbernitrat und Baryt gefallt. 
3. Das Filtrat von Silbernitrat und Baryt-Niederschlag wurde nochmals 
mit Phosphorwolframsaure gefallt. 
Aus Fraktion 1 wurde Adenin erhalten. Adeninpikrat : Schmelzp. 280°C 
62.82% Pikrinsdure (Ber. f. C;H;N,C,H,O,;N;, 62,919 Pikrinsaure). 
Adeninchloraurat ; 41,37% Au (Ber f. C;H;N;HCleAuCl,, 41,50% Au). 
Fraktion 2 lieferte Histidin und wahrscheinlich Arginin. 
Histidindihydrochlorid ; Schmelzp. 231°C Diazoreaktion positiv. 

30,71% Cl (Ber. f. C,H,O,.Nx2HCl, 31,14% Cl). 

Arginin wurde in geniigender Menge nicht erhalten, um die Analyse aus- 
zufiihren. Diazetylreaktion positiv. 

Aus Fraktion 3 wurde Betain gewonnen. 

Betainpikrat; Schmelzp. 180°C. 

Betainchloraurat ; 43,31% Au (Ber. f. C;H\,O,Ne-HCl AuCl;, 43,13% Au). 

Betainchlorplatinat ; 30,40% Pt (Ber. f. (C;H,,O,NHCl), PtCl,, 30,259 Pt). 


B. Die organischen Sauren. 


8kg. frisch gepfluckter Tabakblatter wurden im Wasserdampfschrank 1/2 
Stunde erhitzt und dann schnell getrocknet. 

Diese Tabakpulver wurden mit salzsaurehaltigem Wasser ausgekocht, und 
die so erhaltenen Wasserausziige mit Bleiazetat und Bleiessig gefallt. Der 
Bleiniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt, die Losung der Sauren 
im Vakuum zu einem dicken Sirup eingedampft und dieser zur Ausfallung 
der Pektinstoffe mit absolutem Weingeist versetzt. Das Filtrat wurde wie- 
derum zu dicken Sirup eingedampft und nochmals mit absolutem Weigeist 
behandelt. Nach Entfernung der Pektinstoffe wurde so viel kalt gesattigte 
alkoholische Salzsaure hinzugefiigt, dass die Gesamtmenge 3% Chlorwasser- 
stoff enthielt, und 5 Stunden zum Sieden erhitzt. Die Esterl6sung wurde im 
Vakuum zur Sirupdicke eingedampft und der Riickstand mit Aether durch- 
geschiittelt. 

Die atherische Losung der Ester wurde sorgfaltig Pottaschelésung ge- 
waschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Dann wurde der Aether abdes- 
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tilliert und der Ksterriickstand im Vakuum der gebrochenen Destillation un- 
terworfen. 


Ms 30~35°C bei 40mm. 1.5¢. . farblos. 
2. 32~65 "30 1.0 " 
3. 65~85 Ue We 2.0 u 

4. 85~105 hy 2.5 ” 

5. 105~125 Ld 4.0 ” 

6. 125~130 de th 5.0 ” 

es 135~155 "wow 7.0 gelblich, 
8. 155~180 MP Adi 9.0 gelb. 

Riickstand 3.0 


Das Verhalten gegen Semicarbazidazetat- und gegen Phenylhydrazinazetat- 
losung zeigte, dass alle Fraktionen keine Ketonsaureester enthielt. 

Die Ester wurden in Hydrazide und dann in Benzylidenverbindungen 
ubergefiihrt. Zum Vergleich wurden noch aus reinen von Merck bezogenen 
Sauren unter gleichen Umstanden die Ester, Hydrazide und deren Benzyliden 
verbindungen dargestellt und die Mischprobe ausgefiihrt. . 

Fraktion 1 gab keine Hydrazid und Benzylidenverbindung. 

In der Fraktion 2 fand sich Essigsaureester. 

Benzylidenessigsaurehydrazid ; Schmelzp. 186°C (unkorr). 

17,10% N (Ber. f. C,H,ON,, 17,279 N). 

Fraktion 3 besteht aus Aepfelsaurediathylester. 

Hydrazid; Schmelzp. 177~8°C. 34,569 N (Ber. f. C,H,,O;N,, 
34,57% N). 

Benzylidenverbindung ;  Schmelzp. 178°C. 16,609% N (Ber. f. 
Cy3H,sO3N,, 16,51% N). 

Das Filtrat des Aepfelsauredihydrazids lieferte eine geringe Menge einer 
Benzylidenverbindung vom Schmelzp. 199°C. 

Die Fraktionen 4, 5, 6 und 7 bestehen aus fast reinem Aefelsaurediathyl- 
ester. 

Fraktion 8 besteht aus Zytronensauretriathylester, dem Spuren von Aepfel- 
saureester beigemengt sind. 

Hydrazid; Schmelzp. 144~5°C, 35,949 N (Ber. f. CsH,,O,Ng, 
35,90% N). 

Benzylidenverbindung ; Schmelzp. 226°C, 16,69% N (Ber. f. 
C,,H,O4N,, 16,879% N). 

Das Filtrat vom Bleiniederschlag, nach Entbleien mit Schwefelwasserstoff, 
wurde mit Schwefelsaure versetzt und nun mit Aether extrahiert. Aus dem 
atherischen Extrakten wurde zunachst der Aether abdestilliert, der Rtickst- 
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and mit Wasser verdiinnt und die wasserige Losung erschopfend mit Benzol 
extrahiert. Die wasserige Losung wurde dann im Vakuum eingedampft, 
dieser verestert und die Ester der gebrochenen Destillation im Vakuum unter- 
worfen. 

25~30°C bei 40mm. 1.5¢g. farblos. 


Der Ester besteht aus Essigsaureester. 


Bestimmung der organischen Sauren. 


100g. derselben Tabakblatter wurden mit Schwefelsaure gemischt und mit 
Aether extrahiert. Nach 50 Stunden wurde die Extraktion unterbrochen, der 
Aether abdestilliert, der Riickstand in Wasser gelost und nach Kissling’s Ver- 
fahren die qauntitative Bestimmung der Sauren durchgefiihit : 


Aepfelsiure, 1.3%. Zytronensdure, 0,6%. Oxalsaure, 0.09%. 


Zusammenfassung: 
1. Aus ca. 3kg. frischen Tabakblatter wurden isoliert : 


Nikotin, 9.0g. Adenin (Pikrat), 0.1g. 
Histidin (Dihydrochlorid), 0.01g. Arginin, ? 
Betain (Chloraurat), 0.2. 

2. Die durch Blei fallbaren Sauren des Tabaks wurden verestert und 
ihre Ester der fraktionierten Destillation unterworfen. Zur Kennzeichnung 
wurden die Ester in Hydrazide bzw. deren Benzylidenverbindungen umge- 
wandelt. Die Ergebnisse zeigten, dass die Sauren der frischen Tabakblatter 
iiberwiegend aus Aepfelsaure neben verhaltnismassig viel Zytronensaure und 
Spiiren unbekannter Saure bestanden, Das Jiltrat vom Bleiniederschlag gab 
nur Essigsaure, welche wahrscheinlich vom Bleiazetat kam. Die qauntitative 
Bestimmung der Sauren nach Kissling’s Verfahren ergab das folgende Resultat. 

Aepfelsiure, 1.392. Zytronensiure, 0.6%. Oxalsaure. 0.0922. 

Bekanntlich ist in frischen gereiften Tabakblattern Starkemehl in sehr 
bedeutender Menge enthalten. | Wahrend der Trocknung und Fermentation 
verschwindet der grosste Teil desselben und es findet eine Bildung von or- 
ganischen Sauren statt. 

Daraus lasst sich schliessen, dass der grossere Teil der Oxalsaure, die 
in getrockneten oder fermentierten Tabakblattern gefunden wird, wahrend der 
Trocknung bzw. Fermentation entstanden ist. 
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Enzyme in den Eingeweiden vom Haliotus 
giganteus Gm. | 


Von 
Kokichit OSHIMA 


(Aus dem chemischen Laboratorium im Fischerei-Institut, 
Hokkaido Kaiserliche Universitit, Japan.) 


(Eingegangen, am J]. Marz 1931) 


In den Eingeweiden (hauptsachlich in der sogenannten “Leber’”’) vom See- 
ohr (Haliotus giganteus Gm.), einer Muschel, die zahlreich im japanischen 
Meer lebt und am meisten braune Algen frisst, fand der Autor die folgenden 
Enzyme: 

Alginase (Alginsaure stark spaltendes Enzym) Cellulase (Filtrierpapier 
als Substrat), Amylase, Gelase (Agar-agar spaltendes Enzym), Saccharase 
(schwach), Maltase, Lab, Protease (Casein als Substrat, schwach). 

Die folgenden Enzyme konnte er nicht finden: 

Tyrosinase, Amygdalase, Esterase (Olivenol und Tributyrin als Substrate.) 
Die Alginase ist ein neu gefundenes Enzym, das Alginsaure in braunen Algen 
spalten kann. Dariiber schrieb der Autor in anderen Berichten genauer. 

Alginase, Cellulase und Gelase werden in Lebewesen, ausser in Mikro- 
organismen, sehr selten gefunden, was auch zu der Tatsache passt, dass 
Haliotus am meisten auf Meeres—Algen leben. 


Uber die Entdeckung eines Alginsdaure spaltenden 
Enzymes und seine Eigenschaften I. 


Von 


Kokichi OSHIMA. 


(Aus dem chemischen Laboratorium im Fischeret—Institut, 
Hokkaido Kaiserliche Universitdt, Japan) 


(Eingegangen am 1. Marz 1931) 


Alginsaure ist eine Kohlenhydrat-Saure, die reichlich in braunen Algen 


(20~40% von trockener Substanz) gefunden wird. Der Autor konnte sie 
reinigen durch Auflosung brauner Algen (Laminaria angustata Kjellm) in 0.5 
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% Na,CO,, filtrierte sie durch ein Tuch und durch Filtrierpapier-Brei. Aus 
dem klaren Filtrat scheidet sich nach Zusatz von verd. HCl die Alginsaure 
aus, der Niederschlag wird nochmals durch ein Tuch filtriert. 

Obige Ausfiihrung wird 3 mal wiederholt und zuletzt mit Alkohol und 
Aether gewaschen. 

Die Wasserausziige aus den Eingeweiden (hauptsachlich aus der sogenann- 
ten “Leber”) des Seeohrs (Haliotus giganteus Gm,) und des Seeigels (Sphae- 
rechinus pulcherrimus Ag.) konnten stark die Alginsaure spalten. Der Autor 
prufte es durch die Viscositatsanderung der Alginsaurelosung und durch die 
Reduktionsfahigkeitszunahme der Fehlingschen Losung, und die optimale 
Wasserstoffionkonzentration von der Wirksamkeit der Viscositatsanderung 
war pH 7.2, Der Autor hat dieses Enzym als Alginase bezeichnet. 

Aber durch die Ausziige aus Schweine Pankreas, Krabben Leber, Haifisch 
Darm, einem Schimmelpilz (Asp. oryzae Cohn) und Seesternen konnte die 
Saure gar nicht gespalten werden. Man kann vermuten, dass es Alginsaure 
spaltendes Enzym nur in den Tieren gibt, die auf alginsaurehaltigen Pflanzen, 
d. h. braunen Algen, fressen und leben. 


Studies on the Vitamin D 


III. Antirachitic Activation of Ergosterol by means of 
the Action of Ozone and on the Chemical 


Nature of Vitamin D. 
By 
Etsuo TAKAMIYA 


(Received November 26th, 1930) 


In the present investigation I attempted a feeding experiment to ascertain 
whether ergosterol becomes an antirachitically active substance after the action 
of ozone or not, in the same way as ergosterol becomes active after irradia- 
tion with ultra-violet rays. And the chemical nature of vitamin D was dis 
cussed with the experimental results obtained. 

Ergosterol was isolated from beer—yeast by means of the Heidushka and 
Lindner’s modification of which melting point was 154°C (uncorrected). The 
ergosterol in itself was antirachitically inactive on a feeding experiment. Shi- ° 
mazu’s primitive ozone-generator with one-tube was especially employed in 
this experiment for the reason stated in the original paper. Ergosterol (20 


\ 
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mg.) was dissolved in 10c.c. of olive oil and then ozonized for a definite 
time. 

From the results of the feeding. experiments it became experimentally 
certain that ergosterol becomes an antirachitically active substance after the 
action of ozone. And it became evident also that the rate of activation of 
ergosterol increased after the action of ozone and then reached a maximum 
potency and from this time further action caused a falling off in potency, the 
product becoming completely inactive (one can readily see the presence of 
such a phenomenon also in the case of the activation of ergosterol through 
the irradiation with ultra-violet rays). And it was suggested from my ex- 
perimental results that J, mono-ozonide ergosterol will possibly be vitamin 
D. And also it was roughly concluded such that the imperfectly ozonized 
ergosterol is vitamin D. 


Studies on the Specific Properties of Protease and 
Amylase from the Standpoint of the 
Adsorption Phenomena. 


III. The Relative Observation between the Enzymic Power 
of purified Enzyme Solution prepared by the Enzyme 
Adsorption of Aluminium Hydroxide and the 
Nitrogen Content of the same Solution. 


By 
Fumiwo Hrmmi and Goro INAMI. 


(From the Research Laboratory of the Agricultural Technology, 
College of Agriculture, Hokkaido Imperial University) 


(Received December 25th, 1930) 


In our first paper, we had already reported on some specific properties 
between protease and amylase of Taka—diastase and pancreatin from the stand- 
point of the adsorption phenomena by using aluminium hydroxide and kaolin. 
Afterwards, in the second paper, we also described the results of the fractional 
separation of these two kinds of enzyme by the application of a selective 
adsorption of enzyme. 

As we believe that it is one of the most important problems in the 
enzyme chemistry to separate the enzyme substance in a pure form as possi- 
ble, we have further continued our experiment in which we had repeated the 
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adsorption and then the elution of the enzyme from Taka~-diastase, successively 
in five times by using aluminium hydroxide gel. The nitrogen content of 
each eluded solution and the enzymic power of the same solution were de- 
termined to know the relation between the enzymic power of purified enzyme 
solution and the amount of nitrogen contained in the same solution. 

The results obtained from our experiments are shown in the following 
table. 


Enzymic power 
Kind of enzyme | N-content Amylase : Protease 

solution (Ratio) Sacch. | Lique. |Saccharase | Maltase tee ihe 
power | power power power 

Original solution 100.00 57.6 52.7 62.8 33.3 20.9 5.1 

T-Elution 33.7 143.8 138.7 146.0 75.3 38.1 11.2 

II- 25.0 153.0 | 170.8 157.9 66.4 38.3 12.9 

Le 19.6 158.4 200.1 149.5 61.9 36.7 14.4 

WV- wv 15.6 160.1 218.0 146.9 51.0 38.9 13.8 

vV- 12.2 173.0 232.9 155.8 45.5 39.9 12.1 


Here, we have offered a new formula showing the enzymic power as 
follows ; for instance, in a monomolecular reaction. 


Rok in e 
t a— x 


mg. Substrate x K 
mg. N in Enzyme solution 


Enzymic power 


instead of 


Beanie owe mg. Substrate x K 


: (a known equation). 
mg. Enzyme Substance 


By using the former equation, a new proposed one, we can more easily 
determine the enzymic power than by using the latter, and it will be an im- 
portant problem in the enzyme studies to use the pure enzyme solution madé 
free from impurity. In this meaning, it is evident that our new formula for 
the calculation of enzymic power is more suitable by considering from the 
latest knowledge of the enzyme chemistry. 

By the results of this experiment, we have proved that the enzymic power 
of the eluded solution seems to be nearly parallel to the nitrogen content of 
the same solution. 


IV. The Separation of the Enzymes to be Adsorbable and Non- 
adsorbable by Kaolin, using the Adsorption Method, with 
special reference to the Nirogen Content of Enzyme Solution. 


We had observed that there are two kinds of enzyme fraction, i. e., to 
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be adsorbable and non—adsorbable by kaolin, in a Taka-diastase enzyme solu- 
tion. But all these enzymes were easily adsorbed by aluminium hydroxide. 
And we also observed that the nitrogen in an enzyme substance will be pre- 
sent accompanied with the enzymic power to some degree, 

The conclusion of our experiment are summarized as follows: 

1) The nature of the enzyme components in Taka-—diastase observed by 
the kaolin adsorption is shown in the following table. 


| “Adsorbent 
Kind of enzyme | Substrate Aluminium Katia 
ee eer Fb ont i i A Oke er ee 

Amylase (Saccharification) Sol. Starch ar a 
Amylase (Liquefaction) Starch Sr 7 
Dextrinase Dextrin + = 
Tnulase Tnulin rH ae 
Maltase Maltose - See 
Invertase Saccharose aF ae 
Katalase Ilydrogen peroxide ate = 
Lipase Tributyrine fe ar 
Protease Gelatine ae ch 
Protease Peptone ae ar 


+ adsorbed, — not adsorbed, + partly adsorbed. 


It is very interesting matter that amylase is not adsorbed by kaolin, but 
invertase is well adsorbed and maltase is partly adsorbed by the same ad- 
sorbent. 

2) From the enzyme solution prepared by the kaolin adsorption, it is 
able to be again purified by using the adsorption method with aluminium 
hydroxide. By the determination of the enzymic power of purified enzyme 
solution, the increase of enzymic power of the same solution to that of the 
original solution is 8~12 times in amylase, 8 times in dextrinase, 24 times 
in invertase and 14~17 times in protease respectively. 

3) Nitrogen compound conteined in an enzyme solution, which was 
eluded by phosphate buffer solution after kaolin adsorption, was remarkably 
decreased its adsorptive offinity to aluminium hydroxide. 

4) Through our experiment we made a new contribution in the enzyme 
chemistry by separating amylase component free from other enzymes from 
Taka-diastase, a preparation of the enzyme of Aspergillus oryzae. 
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Biochemical Studies of Bone. (First Report) 
By 
Hiromiti HARA. 


(Received January 30th, 1931) 


The author has reported the ‘Sexual differences in the composition of 
bone” as the preliminary report of ‘‘Biochemical studies on bone, skin, hide 
and sheal’’. ‘ 

The conclusions. showed that the contents of both total nitrogen and 
phosphorus were higher in male, but calcium was higher in female. And 
when these datas were calculated to N=100, the contents of both calcium 
and phosphorus were higher in female than in male. 

The author expected that the composition of bone must differ by its posi- 
tion. So that he divided the bone into the next four parts and examined. 

Fore leg (scapula, radia, ulna, humerus): right and left. 

Hind leg (femur, tibia, fibula): right and left. 

The contents of the total nitrogen, ash, calcium and phosphorus in these 
samples were determined. Total nitrogen was determined by the Kjeldahl 
method, the contents of ash by ordinary method, calcium by Kramer-Tisdall’s 
method™ and phosphorus by Bell—Doisy—Briggs’ method™. 


Determination of ash. 
The results showed that the contents of ash are higher in the female 
than in the male, and the highest contents of ash are 79.92%, the lowest 
59.95%. 


Determination of phosphorus and calcium. 

The datas showed that the contents of calcium in the body are not con- 
stant, but the contents of phosphorus of the body are higher in the right than 
in the left with the same leg and generally higher in the fore legs. 

When the average of phosphorus in the four parts of the body are com- 
pared by sex, phosphorus are higher in female, while that of calcium showed 
no difinite tendencies. 

Gassmann™ offered the structure formulae of calcium—phosphorus combina- 


tion in the bone as lollows: 


(1) H. Hara: Nippon Nogei Kwagaku Kwaisi, 6, 655, (1930). 

(C2) 8B, Kramer and J. Tisdall: J. Biol, Chem., 47, (1921). 

@3)) A. B.. Briggs: J. Biole Ghemis53, G12. 

(4) Th. Gassmann: Z,. physiol, Chem., 55, 455, (1908).; Ibid. 70, 161, (1910) Ibid. 
83, 403, (1918). 
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OPO. Ga: 
Ca ( ‘NG: Go, 
OPO,Ca 


But the contents of calcium seemed to be inconstant. The author there 
fore expected, these variations must be caused by the different combination 


of bone-protein. And the author prepared collagen from bone and examined 
first its amino acid contents. 


Preparation of collagen 


The bones were removed from the body immediately after death. The 
adherent soft tissues were dissected and steeped in 0.1~-0.29 HCl about 
2~3 days. And then washed with distilled water and steeped into 0.1~0.2 
% NaOH and washed with distilled water, then dried with alcohol and ether. 
The contents of amino acid of these samples were determined by Van-Slyk’s 
method. 


The results showed that the contents of arginine are higher in male than 


in female, 


On the Constitution of Tea Tannin.” 
By 


Michiyo TSUJIMURA. 


(Received March 9 th, 1931.) 


In the previous report, it was stated that tea tannin, isolated by the 
author from green tea, is most probably the gallic acid ester of tea catechin™ 
represented by the following formula: 


Ci) M, Tsujimura: Bull. Agricult. Chem Soc. Japan, 6, 62 (1930). 
(2) u Z " u 6, 70 (1930). 
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O OH O OH 
BOC eae oy | ei gee ae 
, OH 
CHOOCK?. )) 0H | CHOH 
LANG wor NaN ey © 
OH yy, OH yy, 
Tea tannin CyoH 304 \ Tea catechin Cy;H 140g 


On acetylation, tea tannin forms heptaacetyl derivative corresponding to the 
formula, C,,H,,O,(COCH,),, and by boiling with 59% sulphuric acid it gives 
gallic acid and a reddish brown substance which yields ‘phloroglucinol when 
heated with 50% potash. Unfortunately, tea catechin could not be detected 
among the hydrolytic products, because the latter easilly changes to a reddish 
brown substance when heated with sulphuric acid. 

Continuing the studies on this subject, the author has now prepared a 
methyl derivative and proved it to be heptamethyl tea tannin C,,.H,,O,(OCH,), 

By oxidative decomposition with potassium permanganate, this compound 
gives trimethyl gallic acid (OCH,);C,H,CO,H and veratric acid (OCH,),C,H, 
CO.H. 

Although these facts are in accordance with the above assumption, yet 
more decisive proof must be forwarded by means of the direct synthesis of 
this compound, and so the author attained this by preparing heptamethyl tea 
tannin synthetically. For this purpose, tetramethyl tea catechin was coupled 
with the chloride of trimethyl gallic acid in presence of quinoline, according 


to the following scheme : 


O OcH, 
iB een e - on 


Oc. eS 
+Cl.0CK —SOCH, 


| 


| | CHOH OCH, 
LONG (ee 
CHO™ we 


Tetramethyl tea catechin Trimethyl gally] chloride 
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O 
aN BLOCH: 
a Oe eee OCT 
S A + HCl 
x OCH; 


Tetramethyl tea catechin-trimethyl galloate (Heptamethyl tea tannin) 


The reaction proceeded smoothly and tetramethyl tea catechin trimethyl ga- 
lloate C,.H,,O,(OCH;);, was obtained as colourless prisms or plates, melting 
at 140°. It shows no optical activity. The absorption spectrum of this 
compound (Fig. 3) was found to be identical with that of heptamethyl tea 
tannin (Fig. 4) prepared from natural tea tannin, while that of tetramethyl 
tea catechin (Fig. 1) or of trimethyl yallic acid (Fig, 2) was quite different 
from that of the latter (Fig. 4). The synthetical product when demethylated, 
forms an amorphous white powder which gradually oxidizes in the air to a 
reddish mass just like the natural tea tannin. Thus the author believes that 
the constitutional formula of tea tannin above stated is fully confirmed. 


Experimental. 
1. Methylation of Tea Tannin. 


1.4 grams freshly prepared tea tannin were dissolved in 6 c.c. methyl 
alcohol, to which 5 c.c. dimethyl sulphate were added and treated with 5 
c.c. 50% KOH drop by drop with shaking. The reaction product was 
poured into water, and after standing for an hour it was collected, washed 
with water and dried on a porous tile; the yield was ca. 1,4 grams. For 
purification it was dissolved in aceton, treated with a little animal charcoal, 
filtered and evaporated ; the residue thus obtained was again dissolved in hot 
methyl alcohol, and the substance separated on cooling were dried first on a 
porous tile and afterwards in a desiccator containing conc. sulphuric acid. 

The analysis gave following result : 


Sample COz H,O C% H% 

if 3.178 mg. 7,335 mg. 1.769 mg. 62.95 6.19 
Il. 2.463 7 5.722 17 1.330 63.36 6.00 
average 63.16 6.10 

calc. for Co9Hy103(OCHs)7 + $H20 63.40 6.06 


Thus the analysis proved it to be heptamethyl tea tannin. 


Specific rotation of this compound in aceton solution : [a]}) = —135°. 
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2. Oxidation of Heptamethyl Tea Tannin with 


Potassium Permanganate, 


The oxidation was carried out according to the method of Perkin® as 
follows : 

(1) Heptamethyl tea tannin was dissolved in methyl alcohol, heated on 
a water bath and a strong solution of potassium permanganate was added 
drop by drop until the red colour remained unchanged on standing. The 
excess of permanganate was then decomposed with sodium sulphite and fil- 
tered; the filtrate was neutralized with dilute sulphuric acid and extracted 
with ether. The etherial extract was evaporated and the crystalline residue 
thus obtained was treated with sodium bicarbonate to remove the phenolic 
substance and recystallized from hot water. Trimethyl gallic acid was thus 
obtained as colourless needles melting at 167°, 

The analysis gave the following result : 


Sample CO, H.O C% H% 
2.776 mg. 5.743 mg. 1.483 mg. 56.43 5.93 
calc. for trimethyl gallic acid (CHsO)3CgHyCO,H 56.58 5.70 


(2) 1.7 grams heptamethyl tea tannin were mixed with water and 
oxidized with permanganate in the same way as above-mentioned; the 
operation lasted for 30 hours. The crystals obtained thereby consisted of 
trimethyl gallic acid and veratric acid. The latter acid isolated from the 
mixture melted at 175°. Mixed with pure preparation of veratric acid, no 
depression of melting point was observed. 


3. Isolation of Tea Catechin. 


For the isolation of tea catechin, the method™ previously mentioned was 
somewhat modified as follows: 

The hot water extract of green tea (inferior quality) was treated with so 
much neutral lead acetate until no more precipitate was formed. The thick 
precipitate thus produced was filtered off, and the clear filtrate was treated 
with dilute caustic soda until faintly alkaline reaction was noticed. The 
yellow precipitate formed thereby was collected, washed with water and de- 
composed with hydrogen sulphide. The filtrate from lead sulphide was eva- 
porated in vacuum to a small volume and repeatedly shaken with ethyl 
acetate. The united ethyl acetate extract was evaporated and the residue 
there-from was dissolved in hot water and filtered while hot. From the 


filtrate tea catechin crystallized out on cooling, which after recrystallization 


(3) A. G. Perkin: Soc., 87 398, (1905). 
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melted at 237~238°. The yield was ca. 0.11% of the green tea used. 
4. Tetramethyl tea catechin, 


The methylation of tea catechin was carried out as previously men- 
tioned.” Tetramethyl tea catechin thus obtained melted at 153~154°. 


5. Trimethyl gallic acid. 


The methylation of gallic acid was also carried out in the same manner 
as in the case of tea catechin. The methylated product was poured into 
water and warmed on a water bath at 60° for three hours. After cooling 
it was acidified with sulphuric acid, whereby the crystals of trimethyl gallic 
acid separated out, which was washed with water and dried on a porous 
tile; m. p. 167°. Mixed with trimethyl gallic acid obtained by the hydrolysis 
of heptamethyl tea tannin, it gave no depression of melting point. 


6. Trimethyl Gallyl Chloride. 


2 grams thionyl chloride were mixed with 0.5 gram trimethyl gallic acid 
in a glass tube, and warmed in a water bath. When the reaction was ended, 
the excess of thionyl chloride was removed by distillation in vacuum and 


the tube was immediately sealed. 


7. The Synthesis of Tetramethyl Tea 
Catechin-Trimethyl G'alloate. 


The synthesis was carried out according to the method of E. Fischer. 
For this purpose 0.4 gram tetramethyl tea catechin and 0.5 gram trimethyl 
gallyl chloride were dissolved in 2 c.c. of chloroform. 1 cubic cm. quinoline 
was added to it and the mixture was shaken for an hour. After standing 
for three hours, it was diluted with chloroform, and washed with dilute sul- 
phuric acid and water successively. The chloroform solution was then eva- 
porated under reduced pressure, the residue therefrom was dissolved in hot 
methyl alcohol and filtered while hot. After standing for some time, the 
crystals separated out, which after recrystallization formed colourless prisms 
or plates, melting at 140°. 

The analysis gave following result : 


Sample COo 5 H:O C% H% 

1 3.296 mg. 7.793 mg. 1.825 mg. 64.48 6.15 
Il. 2.299 17 5.465 /” 1.245 4 64.98 6.16 
average 64.73 6.16 


64.41 5.97 


calc for tetramethyl tea catechin-trimethyl galloate C,9H,;03OCHs)7 


CAD Milocs cit: 
(5) E. Fischer und M. Bergmann: B, 15, 1760, (1918). 
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The crystals dissolved in aceton showed no optical rotation. 
The author expresses her sincere thanks to Prof. U. Suzuki for his kind 
direction throughout this work. 


On the Isolation of Phytosterolin from 
Wheat Embryo. 


By 
Nobuzo NAKAMURA and Akiyoshi ICHIBA. 


(Received March 9th, 1931.) 


In the course of studying on the ether extract of wheat embryo,* we 
came to isolate a glucosidic substance, which we believed to be phytosterolin 
as designated first by F. B. Power and A. H. Salway and certified by them 
of natural occurrence.” 

For the preparation, air dried wheat embryo powder was extracted ex- 
haustively with ether. The oil obtained was perfectly clear at first, but after 
several days gave a small quantity separating out, It was collected and 
washed with hot ether and ethyl alcohol. This insoluble material was dis- 
solved in a small amount of hot amyle alcohol. On standing, microscopic 
needle crystals were obtained; m.p. 285°~290°C (uncorr.), yield 0.2%. 


Acetate: m.p. 168°C (uncorr.), [#],=-—22.4° (in chloroform). 
Benzoate: m, p. 198°C (uncorr.), [@]p>= +17.24° (in chloroform). 


On hydrolyzing, phytosterol with melting point 137°C (uncorr.) and glu- 
cose were obtained. The details were as follows: 


Experimental. 


In order to ascertain a pure material, the crude material thus obtained 
was acetylated with acetic anhydride, which was then recrystallized from 
ethyl alcohol in colourless, glistening leaflets, melting at 168°C (uncorr.). 

The acetate was converted again into original state by saponifying and 
washing with water, alcohol, and ether. 

Liebermann—Burchard’s and Hager-—Salkowski’s reactions for sterols, as 
well as a—-Naphtol reaction for carbohydrates were positive. 


* Not extra pure, but contaminated with bran. 


(1) J. Chem. Soc., 103 (1913), 339, 1022. 
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After being dried to constant weight at 100°C, it was analyzed. 


Substance taken 0.0517 g. CO, 0.1859 g. H,O 0.0466 g. 
0.053867 | 0.1424 7 0.0486 /7 
C% 1.71, 72.45 H% 10.01, 10.08 
Average % C% 72.08 H% 10.05 
C33H 506 requires C% 172.30 TCZaOE20 


_ Acetyl derivative. 


A portion of this material was converted into an acetate by the ordinary 
method of heating for 30 minutes with an excess of acetic anhydride on the 
sand bath. The product was recrystallized from ethyl alcohol in leaflets, 
melting at 167~168°C (uncorr.); [@))=—22.4° (0.6236 g. in 25 c.c. 
CHCH): 


After being dried to constant weight at 100°C, it was analyzed. 


Substance taken 0.0417 g. CO, 0.1048 ¢g H,O 0.0328 g. 
0.047617 0.1201” 0.03807 
C% 68.59, H% 8.71 
68.80 8.81 
Average % 68.70 8.76 
C3gFI52O¢(COCH3)4 requires C27 68.67, H% 8.94 


Determination of molecular weight. 


Substance taken 19.77 mg, camphor taken 101.28 mg. 
A= 10575; mol. wt,=726.7. Cale. “716; 


Determination of acetyl value by Freudenberg’s method. 


Substance taken 0.3020 g. Se29cic /5eN KOH: 
0.2687 7 8.73 7 1/5 N KOH. 

Therefore CH3CO % 24.44 23.43 
Average % 23.93, Cale. 24.01. 


Benzoyl-derivative. 


Heating with an excess of benzoic acid anhydrous for 30 minutes on 
sand bath, it was poured into alcohol and neutralized with potassium car- 
bonate, then after adding water, extracted with ether repeatedly. On eva- 
porating the ether, the residue was recrystallized from a mixture of alcohol 
and ether in slender colourless needles, melting at 198° (uncorr.); [a])>= + 
17.24 (0.1044 g. in 10 c.c. chloroform). 

After being dried to constant weight at 100°C, it was analyzed. 


Substance taken 0.0438 g. COz 0.1224 g. H20O 0.0295 g. 
C% 76.20 H% 7.49 


C33FI5206(COCeHs)4 requires C2g 78.90, H% 7.52 
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Hydrolysis of phytosterolin. 


It was ressolved in 60 c.c. of hot amyl alcohol and 20 c.c. of 15% HCl 
added, together with sufficient alcohol to form a homogeneous liquid. After 
heating for three hours under a reflux condenser, steam was passed through 
the mixture to remove the amyl alcohol, then solid substances were separated 
out. 

The content of the flask was filtered and a solid substance was collected. 
This material was recrystallized several times from hot alcohol in glistening 
leaflets, melting at 137°C (uncorr.); [@],= —42° (62 mg. in 10 c.c. chloroform). 

Liebermann-Burchard’s and Hager—Salkowski’s reactions were positive. 

After being dried to constant weight at 100°C, it was analyzed. 


Substance taken 0.0544 g. CO, 0.1672 g. H,O 0.0580 
C% 83.82 H% 11.84 
Co7HI4s0 requires 83.93 11.91 


A portion of this substance was acetylated and another benzoylated, 
which were melted at 127°C and 143.5°C respectively. It showed no de- 
pression of melting point by mixtured test with phytosterol from other sources. 

After being dried to constant weight at 100°C, they were analyzed. 


Acetate taken 3.182 mg. CO, 9,526 mg. H,O 3.249 mg. 
C% «81.64 He 11,34 
Co7H450(COCHs) requires C% 81.24, Hz, 11-29, 
Benzoate taken 1.925 mg. CO, 5.838 mg. H,O 1.818 mg. 
C% 82.71 Hz 10.49 
Co7H4;0(COC¢Hs) requires C% 83.19, H%- 10.28. 


Determination of sterol content. 


0.01 gram. of acetyl derivative was dissolved in 60 c.c. of alcoholic 
hydrochloric acid solution (1.5%) and heated for six hours under a reflux 
condenser. After the hydrolysis was completed, it was extracted with ether 
and on evaporating the ether, the residue was dissolved in 959 alcohol and 
precipitated with 19% digitonin solution in 909% alcohol. 

The weight of precipitate was 0.0230 g¢. 


As sterol 0.00534 g. therefore sterol % 53.42 
C33H520¢6{COCHs)s requires 53.92 


Determination of glucose. 


The aqueous solution, from which sterol had been separated by extract- 
ion with ether, reduced the Fehling’s solution, showing the presence of sugar. 
The Bial’s and Tollen’s reactions were negative and the Seliwanoff’s reaction 
was positive. It formed osazone with phenylhydrazine. From these tests it 
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was thought to be glucose. 


Rotation of the aqueous solution. 


0.4598 g. of the original substance was hydrolyzed by the above described 
method and the aqueous solution from which phytosterol was separated off, 
was neutralized with sodium carbonate and concentrated to 25 c.c. 

The rotation of this solution was observed. 


12 a=0.64 [@}p=52.9° 


The specific rotation of glucose is 52.6°. 


Preparation of glucosazone. 


1.2 grams of this substance were hydrolyzed and the aqueous solution 
obtained was exactly neutralized with sodium carbonate, evaporated to dryness, 
the residue was digested with absolute alcohol and filtered. 

On evaporating the alcoholic filtrate, a small amount of syrupy residue 
was obtained, which was dissolved in water together with 0.75 g. phenyl- 
hydrazine hydrochloride and one gram of sodium acetate. It yielded one 
gram of osazone. 

It was collected and washed with methyl alcohol and recrystalized from 
ethyl alcohol in yellow typical needle crystals, melting at 207°C (uncorr.). 
It melted at 207°C by mixing with synthetic glucosazone. 

After being dried at 100°C, it was analyzed. 


Substance taken 3.028 mg. N=0.390 c.c. p=767.95 t==202€ 
N% 15.2 Cale, N% 15.6 
Summary. 


We have isolated the phytosterolglucoside from wheat embryo powder 
and proved that it was identical with the phytosteroline which had been 
prepared from other sources and so designated by Power and Salway. 

The authors wish.to express their sincere thanks to Prof. U. Suzuki for 
his advices and encouragements throughout this work, and also thanks to 
Mr. T. Nanbo for micro—analysis. 
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